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käytettävän liuoskomponentin tuotantoprosessi liuosanalyysin avulla. Liuosanalyysi on tärkeä 
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tandemmassaspektrometrikitti.  
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karakterisoinnissa keskityttiin liuoskomponenttien valmistusvaiheisiin, sekä liuoskäyttäytymiseen 
ennen pullotusta, pullotuksen aikana ja pullotuksen jälkeen. 
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- NeoGram AAAC tandem Mass Spectrometry kit 
The purpose of this Thesis was to characterize the production process of two solution components 
used in Tandem Mass Spectrometry. This characterization is relevant for the validation and 
production transfer process. The solutions studied in this Thesis were NeoGram Extraction 
Solution and NeoGram Reconstitution Solution. Both components are part of the NeoGram 
Derivatized Assay Solution Kit, which in turn is part of a larger NeoGram AAAC Tandem Mass 
Spectrometry Kit. 
The manufacturing process was performed according to quality standards. The characterization 
process focused on the preparation steps of the solutions and the behavior of the solutions before 
bottling, during bottling and after bottling. 
Characterization was accomplished within the time frame. In solution preparation process, all 
predetermined quality standards were considered. All the results also indicated the reliability of 
the characterization process. This means that the validation process could be performed to 
ensure the production transfer process for these two components. 
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KÄYTETYT LYHENTEET JA SANASTO 
AAAC Amino Acids and Acylcarnitines – Aminohapot ja asyylikar-
nitiinit. 
Alleeli Saman geenin vaihtoehtoinen perimä, jolla on kromosomissa 
sama paikka. 
APCI Atmospheric-Pressure Chemical Ionization – Massaspektro-
metriassa käytetty ionisaatiomenetelmä, jossa hyödynnetään 
kaasufaasi-ionimolekyylireaktioita ilmakehän paineessa 
cffDNA Cell-free fetal DNA – Sikiön vapaa DNA. 
CoA-koentsyymi Orgaaninen yhdiste + entsyymin proteiiniosa.  
Enantiomeeri Peilikuvaisomeeri. 
Fenotyyppi Yksilön ilmiasu ja havaittavat ominaisuudet. 
Free- hCGβ Free β-human Chorionic Gonadotropin. Raskauden aikana 
naisen istukka tuottaa kyseistä hormonia. 
HS Human serum – Ihmisen seerumi. 
Karakterisointi Ominaisuuksien selvittäminen, kuten tuotantoprosessin tuo-
tekehitysvaiheet. 
Kvantitatiivinen Määrällinen tutkimusmenetelmä. 
LC Liquid Chromatography – Nestekromatografia. 
MS/MS Tandem Mass Spectroscopy – Tandemmassaspektrometria. 
PAPP-A  Pregnancy Associated Plasma Protein A. Raskausajan istu-
kan plasmaproteiini. 
Resessiivinen Peittyvä ominaisuus perimässä. 
RF Radio frequency Radiotaajuus. 
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1 JOHDANTO 
Opinnäytetyö tehtiin osana Wallac Oy:n tuotantoonsiirtoprosessia. Tuotantopro-
sessissa massaspektrometrikitin kanssa yhdessä käytettävien liuotinkittien val-
mistusprosessi pyritään siirtämään Turun toimipisteeseen. Siirrettäviä liuotinkit-
tejä tuotantoonsiirtoprosessiin kuului yhteensä kolme, mutta opinnäytetyössä 
keskityttiin vain yhden kitin kahden liuoskomponentin karakterisointiin. 
Opinnäytetyön tavoitteena oli kahden liuoskomponentin ominaisuuksien tutkimi-
nen ja tuotannollisen menetelmän rakentaminen niiden valmistamista varten ka-
rakterisoimalla komponenttien valmistusprosessi. Liuoskomponentteja tutkittiin ti-
heyden ja pH:n avulla ja valmistusprosessia sekoituksen, säilyvyyden ja pullotus-
tilavuuden seurannalla. Karakterisoinnin tarkoitus oli saada rakennettua toimiva 
ja toistettava valmistusprosessi liuoskomponenttien valmistukseen validointia 
varten. 
Karakterisoinnissa keskityttiin liuotinkitin, tuotenimeltään NeoGram Derivatized 
Assay Solutions, kahteen komponenttiin: Uuttoliuos, tuotenimeltään 
NeoGram Extraction Solution, ja liuotusliuos, tuotenimeltään NeoGram Recons-
titution Solution. Liuotinkittiä puolestaan käytetään osana tandemmassaspektro-
metrikittiä, tuotenimeltään NeoGram AAAC tandem Mass Spectrometry kit. Liu-
otinkitin muut komponentit ovat ajoliuos, NeoGram Flow Solvent, ja 3.0 molaari-
nen suolahappo n-butanolissa. Tandemmassaspektrometrikitin ja liuoski-
tin avulla pystytään analysoimaan vastasyntyneiden lasten verinäytteistä amino-
happojen, sukkinyyliasetonin, vapaan karnitiinin, sekä asyylikarnitiinin pitoisuuk-
sia. (1) 
Tuotantoonsiirtoprosessia varten koostettiin asiantuntijaryhmä, jonka avulla me-
netelmät ja tekniikat tulivat toteutetuksi asianmukaisesti. Työryhmään kuului asi-
antuntijat eri osastoilta ja aloilta, tuotekehityksestä, tuotannosta, laadunvalvon-
nasta ja työturvallisuudesta. Prosessiin kuului useita uusia valmistettavia tuot-
teita, joiden valmistusta varten tehtiin asianmukaiset valmistustilat ja hankittiin 
tarvittavat laitteet. Valmistustilat ja laitteet kvalifioitiin ja validoitiin ennen 
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karakterisoinnin aloitusta erillisen prosessin mukaan. Tuotantoonsiirto tehtiin, 
koska liuosten valmistus haluttiin siirtää Wallac Oy:n tiloihin, jossa valmistettiin jo 
ennestään kittejä ja komponentteja tandemmassaspektrometrian avulla tehtäviin 
seulontaratkaisuihin. Liuoskomponentit oli aiemmin valmistettu USA:ssa, La-
MarKa:n toimesta. Wallac Oy:llä on valmiudet valmistaa kyseisiä liuoksia itse ja 
liuosten valmistusreseptit olivat tiedossa. Karakterisoitavia liuoskomponentteja 
käytetään yhdessä Wallac Oy:n valmistaman tandemmassaspektrometrikitin 
kanssa. Tämän vuoksi liuosten valmistusprosessi haluttiin tuoda Wallac Oy:n ti-
loihin. 
Karakterisointi tehtiin yrityksen tuotantotiloissa käyttäen kvalifioituja laitteistoja ja 
validoituja menetelmiä. Työnkuvaan kuului liuosten valmistus tiheysrajoja varten, 
tiheyksien mittaus ja raportointi, tuotantomittakaavaisten erien valmistus ja niistä 
tehtyjen mittausten suoritus ja raportointi. Karakterisoinnissa toimittiin Wallac 
Oy:n yleisten validointimenettelyjen (menetelmäohje 13903492), sekä laatukäsi-
kirjan (menetelmäohje 13905076) mukaan. 
Tässä työssä karakterisoituja liuoksia käytetään osana vastasyntyneiden lasten 
seulontaprosessia, jossa tutkitaan verinäytteistä sairauksia ja puutostiloja. Löytä-
mällä merkkejä sairauksista varhaisessa vaiheessa niiden vaikutuksiin voidaan 
puuttua. Liuoksia käytetään yhdessä analyysikitin kanssa, joka määrittää tan-
demmassaspektrometrin avulla verinäytteestä näitä sairauksia. 
Amerikkalainen PerkinElmer-konserni kuuluu maailman johtaviin terveysteknolo-
giayrityksiin ja sen toiminta on vuosien varrella laajentunut yli 150 maahan työl-
listäen Suomessakin jo yli 500 työntekijää. Wallac Oy on Turussa toimiva valmis-
tus- ja tuotekehitysyksikkö, jossa valmistetaan analyyttisiä instrumentteja, rea-
gensseja, sekä ohjelmistoja eri sairauksien seulontaa varten. (2)                
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Kuva 1. PerkinElmerin ja Wallacin valmistamia tuotteita ja mittalaitteita. (3)(4) 
Wallac Oy on PerkinElmer Inc. -konsernin omistama yhtiö, joka kehittää, markki-
noi ja tuottaa maailmanlaajuisesti analyyttisiä mittalaitteita ja immunodiagnostisia 
testausjärjestelmiä muun muassa vastasyntyneiden seulontaan sekä hormo-
nimäärityksiin. Laboratoriossa tehtäviä määrityksiä käytetään esimerkiksi tuotta-
maan luotettavia mittaustuloksia verestä tai muista biologisista näytteistä. Wallac 
Oy valmistaakin kaikki määrityksissä tarvittavat instrumentit, kemialliset testisar-
jat sekä ohjelmistot itse. Näistä esimerkkinä toimii ei-toivottujen merkkiaineiden 
määrittäminen ihmisen verestä. (4) 
Analyyttiset mittalaitteet
• Victor
• Massaspektrometri
• AutoDELFIA
Life Science laitteet
• Pipetointirobotit
• Kuoppalevylukijat
• In Vivo
• DNA/RNA eristys
• Automatisoitu 
geelielektroforeesi ja SDS 
page
Life Science reagenssit
• Kuoppalevymääritykset
• Lusiferaasireagenssit, 
soluproliferaatio
• Western Blot
• In Vivo reagenssit
• Nukleiinihappojen eristys
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2 SEULONTARATKAISUT 
Vastasyntyneiden lasten seulonta on terveydenhuollon kannalta erittäin tehokas 
muoto. Seulonnan tarkoituksena on tunnistaa ne raskaana olevat naiset, sekä 
vastasyntyneet lapset, joilla on korkean riski sairastua vakaviin, tai kuolemaan 
johtaviin sairauksiin. Vastasyntyneiltä otettavalla seulontaverinäytteellä seulo-
taan pääosin synnynnäisiä aineenvaihdunta- ja immuunipuutossairauksia. Kysei-
set seulonnat ovat aina vapaaehtoisia, ja päätös tutkimuksiin osallistumiseen on 
aina viime kädessä odottavalla äidillä. Seulontoja ovat muun muassa verinäyt-
teestä tehtävät seulonnat ja niiden yhdistelmät sekä kaikukuvaukset. Diagnostis-
ten menetelmien avulla voidaan varmistua mahdollisesta positiivisesta seulonta-
tuloksesta ja vuosittain ennaltaehkäistyjä vammautumisia ja kuolemantapauksia 
on raportoitu satoja tuhansia. (5) 
2.1 Vastasyntyneiden seulonta 
Vastasyntyneiden seulonnalla pyritään löytämään sairauksia, jotka huomaamat-
tomina ja hoitamattomina voivat johtaa vakavaan vammautumiseen tai jopa kuo-
lemaan. Perkin Elmer on ollut mukana vastasyntyneiden vauvojen seulonnassa 
jo vuodesta 1986 ja arviolta jopa 500 miljoonaa vauvaa on seulottu käyttäen yri-
tyksen tuotteita. Varsinainen seulontaprosessi on melko yksinkertainen. Melko 
pian syntymän jälkeen, 2–5 vrk, vauvan kantapäästä otetaan näytteeksi muu-
tama veripisara, josta etsitään mahdollisten sairauksien merkkejä. Näytteenotto 
tapahtuu puhdistetusta kantapään ihosta suoraan suodatinpaperille. Ensimmäi-
nen pisara pyyhitään kontaminaatioriskin vuoksi pois. Veren tulee imeytyä suo-
datinpaperille tasaisesti ja kokonaisuudessaan. Tämän jälkeen näyte kuivataan 
vähintään kolmen tunnin ajan horisontaalisesti huoneenlämmössä. (6)  
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Jos näytteitä käsitellään ja kuljetetaan useampi kerrallaan, tulee ne pitää erillään 
toisistaan koko seulontaprosessin ajan. Näytteet tulee olla kuljetettuna seulonta-
laboratorioon vähintään 24 tunnin kuluessa näytteen otosta. Näytteitä voidaan 
seulontatyypistä riippuen varastoida joko huoneenlämmössä tai kylmäolosuh-
teissa 21:n vuorokauden ajan. (6) 
 
 
Kuva 2. Veritäplänäyte vastasyntyneen kantapohjasta. (7) 
2.2 Raskausajan seulonta 
Raskausaika sisältää naiselle lukuisia riskejä, kuten raskausmyrkytys ja 
aneuploidia eli kromosomien lukumäärän poikkeavuudet. Perinteinen yhdistel-
mäseulonta sisältää biokemiallisten markkereiden (Free hCGβ ja PAPP-A) mää-
ritykset raskausviikoilla 9+0 – 11+6, sekä NT (niskapoimu)-mittauksen ultraääni-
tutkimuksena raskausviikoilla 11+0 – 13+6. Raskausviikot merkitään numeroyh-
distelmillä merkitsemällä viikko + päivä. Raskausviikko 1 on usein viimeisten kuu-
kautisten viimeinen vuotopäivä. Kuvasta 3 huomataan alkion kehityksen merkit-
tävä muutos. joka mahdollistaa niskapomunäytteen ottamisen. (5) 
 
Kuva 3. Sikiön kehitys raskausviikoilla 11–13. (8) 
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Edellä mainittujen tutkimusten pohjalta kerätyt tiedot yhdistetään odottavan äidin 
ikään sekä vireillään olevan raskauden kestoon. Tietokantapohjaisen ohjelman 
avulla saadaan täten selville, onko sikiöllä kohonnutta riskiä kromosomipoik-
keavuuteen. (5) 
Myös äidin veressä olevan sikiöperäisen DNA:n tutkimiseen ja seulontaan on ke-
hitetty menetelmä, joka kertoo kromosomipoikkeavuuksista. Testi on nimeltään 
NIPT - Non Invasive Prenatal Testing. Kyseisellä tutkimuksella tutkitaan äidin 
verenkierrosta solunulkoista istukkaperäistä sikiön vapaata DNA:ta 
(cffDNA). NIPT-seulonnalla pyritään selvittämään, onko sikiöllä riskiä kromo-
somien 13, 18 ja 21 poikkeavuuksiin. Haluttaessa NIPT kertoo myös sikiön suku-
puolikromosomipoikkeavuuksista. (5) 
Raskausklinikan asiantuntijat suosittelevat NIPT:ä ensisijaisena seulontamuo-
tona suuren tarkkuutensa ja herkkyytensä vuoksi. NIPT löytää yli 99 % raskauk-
sista, joissa sikiöllä on kromosomihäiriö.  
Perinteinen yhdistelmäseulonta hälyttää kohonnutta riskiä 5 %:lle tutkituista, silti 
jatkotutkimuksissa 90 % näistä osoittautuu vääriksi hälytyksiksi. Samanaikaisesti 
jopa 15–20 % kromosomihäiriöistä saattaa jäädä yhdistelmäseulonnalla löyty-
mättä. NIPT puolestaan tuottaa hälytyksen vain 0,2 %:lle ja löytää lähes kaikki 
sillä seulottavat. 
Raskausmyrkytyksiä on erilaisia, joista vakavin on nimeltään eklampsia. Eklamp-
sialla tarkoitetaan odottavan äidin kouristuskohtausta, jossa vakavimmat vaarat 
ovat äidin kouristelu, eli eklampsia, ja istukan ennenaikainen irtoaminen. Eklamp-
siaa sairastavan äidin kohdalla ainoa mahdollinen synnytysvaihtoehto on hätä-
sektio, sillä alapääsynnytys ei ole mahdollinen. Kyseinen raskausmyrkytys on 
erittäin harvinainen Suomessa kehittyneen neuvolajärjestelmän ja hyvän raskau-
denajan seurannan ansiosta. 
Nykyisin Suomessa esiintyvään raskausmyrkytyksen muotoon, pre-eklampsi-
aan, liittyy usein kohonnut verenpaine, jyrkkä painonnousu ja päänsärky. Sitä 
esiintyy noin viidellä prosentilla raskaana olevilla naisilla. Kyseisestä raskausmyr-
kytyksestä tiedetään se, että se on istukkaan liittyvä sairaustila. (5) 
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3 TANDEMMASSASPEKTROMETRIKITTI 
Yhdestä veritäplänäytteestä pystytään havaitsemaan jopa 30 erilaista metabo-
lista sairautta tai oireyhtymää. Kemian ja lääketieteen alan yritys Wallac Oy on 
kehittänyt vastasyntyneiden veren analysoimiseen reagenssikitin, NeoGram 
AAAC -tandemmassaspektrometrikitin. Sitä käytetään aminohappojen, vapaiden 
karnitiinien sekä asyylikarnitiinien pitoisuuksien kvantitatiiviseen määrittämiseen. 
Reagenssikitin avulla voidaan määrittää yli 40 analyyttiä. (9) 
NeoGram AAAC -sarjakittiin kuuluu 23 sisäistä standardia ja 21 kontrollia ja sen 
osana on reagenssikitti NeoGram Derivatized Assay Solutions -kitti. 
NeoGram AAAC -tandemmassaspektrometri- kitin avulla saadaan määritettyä 
muun muassa taulukossa 1 mainittuja karnitiineja ja aminohappoja. 
Taulukko 1. Tandemmassaspektrometrian avulla määritettäviä analyyttejä. (9) 
ANALYYTTI 
KARNITIINI AMINOHAPPO 
Vapaa karnitiini Alaniini 
Asetyylikarnitiini Arginiini 
Propionyylikarnitiini Sitrulliini 
Malonyylikarnitiini Glysiini 
Glytaryylikarnitiini Leusiini 
Tiglyylikarnitiini Metioniini 
Glutaryylikarnitiini Fenyylialaniini 
 Tyrosiini 
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3.1 Karnitiinin vaikutus elimistössä 
Karnitiinissa ilmenee kaksi enantiomeeria – L-karnitiini eli levokarnitiini sekä D-
karnitiini eli dekstrokarnitiini. Kuten kuvasta 4 voi huomata, karnitiinin enan-
tiomeerien ainoa rakenteellinen ero on se, että atomien keskinäinen avaruudelli-
nen sijoittuminen poikkeaa toisistaan. Elimistö kykenee tuottamaan karnitiinia 
lysiinistä sekä metioniinista. Karnitiinia saadaan luontaisen ravinnon kautta muun 
muassa liha- ja maitotuotteista ja noin 25 % elimistön karnitiinista syntetisoidaan 
munuaisissa ja maksassa. Suuri osa karnitiinista on solunsisäistä ja sen eritys 
munuaisten kautta virtsaan on vähäistä. Elimistön karnitiinin saantia, varastoja ja 
aineenvaihduntaa kuvastaakin ihmisen seerumin kokonaiskarnitiinin pitoisuus. 
(10) 
 
Kuva 4. D-karnitiinin ja L-karnitiinin rakenteet. (11) 
Karnitiini (3-hydroksi-4-trimetyyliaminobutyraatti) on elimistön itse syntetisoima 
molekyyli ja lysiinin johdannainen. Sen tärkein tehtävä on kuljettaa pitkäketjuisia 
aktiivisia rasvahappoja eläinsolun mitokondrion sisälle β-oksidaatioon (rasvahap-
pojen oksidaatio) ja sen jälkeen poistaa sieltä erilaisia haitallisia aineenvaihdun-
nan tuotteita. Karnitiini onkin välttämätön β-oksidaation toteutumiselle. Rasvaha-
pon tie energiaksi alkaakin varastorasvojen pilkkomisella energiaksi – glyseroliksi 
ja rasvahapoiksi. Kyseinen hydrolyysireaktio tarvitsee toteutuakseen energiaa, 
eli ATP:ta. (12) 
Tämän jälkeen vapaitten rasvahappojen (FFA, free fatty acids) tulee aktivoitua, 
eli kiinnittyä CoA-koentsyymiin. Lyhyet rasvahapot pystyvät aktivoitumaan itse 
mitokondrion pinnalla ja kaivautumaan sen sisälle β-oksidaatioon. Pitkät rasva-
hapot puolestaan tarvitsevat aktivoiduttuaan apua karnitiinilta – vapaan karnitiinin 
sitoutuessa rasvahappoon syntyy asyylikarnitiini, joka siirretään mitokondrioon. 
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Kyseinen reaktio tapahtuu karnitiini-asyylikarnitiini transferaasi 1-entsyymin 
läsnä ollessa. Mitokondriossa asyylikarnitiini hajoaa ja vapaa rasvahappo käyte-
tään energian tuotantoon. Vapaa karnitiini puolestaan palaa takaisin soluliman 
puolelle uuden rasvahapon sitomista varten. Rasvahappo puolestaan aktivoituu 
uudelleen ja aloittaan β-oksidaatioitten kierteen. (13) 
Vapaat karnitiinit sekä asyylikarnitiinit ovat markkereita sairauksille, jotka ylei-
sesti tunnetaan normaalin rasvahappoaineenvaihdunnan ja energia-aineenvaih-
dunnan poikkeavuuksina sekä synnynnäisinä aineenvaihdunnan häiriöinä. Näitä 
sairauksia ovat esimerkiksi: 
✓ Karnitiini-asyylikarnitiinitranslokaasin puutos 
Karnitiini-asyylikarnitiinitranslokaasin puutos, eli CACT, on rasvahappojen oksi-
daatiohäiriö. Kyseinen sairaus johtuu mitokondrion sisäkalvon asyyli-koentsyymi 
A:n aineenvaihduntahäiriöstä. CACT tunnistetaan vastasyntyneiden seulon-
nassa verinäytteen poikkeavien asyylikarnitiinipitoisuuksien perusteella. Laski-
moverinäytteestä otetulla näytteellä saadaan varmistettua asyylikarnitiinien pitoi-
suudet ja virtsanäytteestä orgaanisten happojen pitoisuudet. (12) 
✓ Karnitiinin kuljetushäiriö 
Kyseisessä häiriötilassa mitokondriot ovat viallisia. Karnitiinin kuljetushäiriön, eli 
CUD:n omaavilla potilailla karnitiinin kuljetus ei tapahdu luontaisella mekanismilla 
soluissa.  Karnitiinin kuljetushäiriö tunnistetaan vastasyntyneiden seulonnassa 
veren matalasta karnitiinipitoisuudesta ja taudin diagnoosi saadaan määrittä-
mällä verinäytteestä vapaan karnitiinin ja asyylikarnitiinien tarkat pitoisuudet. (12) 
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3.2 Aminohappoyhdisteet 
Aminohapot ovat orgaanisia yhdisteitä, jotka sisältävät sekä emäksisen ami-
noryhmän -NH2, että happaman karboksyyliryhmän -COOH. Ne ovat kiinteitä ai-
neita ja saavuttaessaan sulamispisteen ne hajoavat. Oheinen kuva 5 osoittaa 
yleisen aminohapporakenteen, jonka sivuketju on merkitty kirjaimella R. Kyseisen 
sivuketjun perusteella aminohapot voidaan luokitella eri tavoin. (14) 
 
Kuva 5. Alfa- aminohapon rakenne. (15) 
Hydroksyyliryhmän -OH sisältävät aminohapot ovat polaarisia ja melko vesiliukoi-
sia. Alifaattiset aminohapot ovat puolestaan orgaanisia molekyylejä – bentsyyli-
renkaattomia hiilivetyjä. Valkuaisaineissa esiintyvät vesipakoiset alifaattiset ami-
nohapot. (15) Aromaattisten aminohappojen nimitys johtuu puolestaan siitä omi-
naisuudesta, että ne sisältävät aromaattisen bentsyylirenkaan sivuketjussaan. 
Bentsyylirengas aiheuttaakin vesipakoisuutta, mutta esimerkiksi tyrosiinin hyd-
roksyyliryhmä tekee siitä huomattavasti polaarisemman sekä vesiliukoisemman. 
Välttämättömiksi aminohapoiksi luokitellaan ne aminohapot, joita eliö ei pysty itse 
valmistamaan kehossaan, vaan niitä on saatava ravinnosta. Näitä aminohappoja 
on esimerkiksi ihmisellä yhteensä 20 kappaletta, joista vain 11 se pystyy itse val-
mistamaan. (15) 
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Aminohapot ovat myös amfolyyttejä, eli ne voivat toimia vesiliuoksissa joko hap-
poina tai emäksinä. Esimerkkinä voidaan mainita alaniini, joka toimii emäksi-
sessä liuoksessa happona (kuva 6), jolloin se luovuttaa protonin hydroksidi-io-
nille. Vastaavasti happamassa liuoksessa -COOH- -ryhmä ottaa vastaan protonin 
(kuva 7). (14) 
 
Kuva 6. Aminohappo emäksisessä liuoksessa. (14) 
 
Kuva 7. Aminohappo happamassa liuoksessa. (14) 
Kaikki proteiineissa ilmenevät aminohapot ovat α-aminohappoja, jossa amino- ja 
karboksyyliryhmä ovat liittyneet samaan hiiliatomiin. Ne voivat reagoida keske-
nään kondensaatioreaktiossa; toisen aminohapon karboksyyliryhmä reagoi toi-
sen aminohapon amidiryhmän kanssa muodostaen vahvan peptidisidoksen. 
Tällä sidoksella on puolestaan oma merkityksensä proteiinien eri rakenteiden 
muodostumisessa. (15) 
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Aminohapot ovat myös markkereita vakaville aineenvaihdunnan häiriöille ja sai-
rauksille, kuten fenyyliketonuria (PKU). Kyseinen sairaus liittyy heikentynee-
seen fenyylialaniinimetaboliaan. Fenyyliketonuriaan sairastuneen lapsen elimis-
tössä tavallisesta ruoasta saatavaa aminohappoa, fenyylialaniinia, pilkkova ent-
syymi (PAH, phenyl alanine hydroxylase) puuttuu tai se on viallinen– fenyyliala-
niinihydroksylaasia koodaavan geenin virhe. (6) 
 
 
 
 
 
 
Klassinen PKU on siis häiriö, joka johtuu kromosomissa 12 esiintyvistä fenyyli-
alaniinihydroksylaasin (PAH) geenin molemmissa alleeleissa esiintyvistä mutaa-
tioista. Kehossa fenyylialaniinihydroksylaasi muuntaa fenyylialaniinin (amino-
happo) tyrosiiniksi, toiseksi aminohapoksi (kuva 8). (16) 
  
Kuva 8. PAH- entsyymi muokkaa fenyylialaniinia tyroksiiniksi. (16) 
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PAH-geenin molemmissa kopioissa tapahtuvat mutaatiot tarkoittavat, että ent-
syymi on passiivinen tai vähemmän tehokas, jolloin fenyylialaniinia kertyy elimis-
töön, kuten kuvassa 9 on esitetty, ja sen pitoisuus kehossa voi kasvaa toksisiin 
lukemiin. Tämä puolestaan saattaa johtaa jatkuvaan krooniseen myrkytykseen ja 
vaurioihin keskushermostossa. PKU on resessiivisesti periytyvä sairaus, eli se 
ilmenee fenotyypissä vain, jos ominaisuuden aiheuttava alleeli on periytynyt yk-
silölle homotsygoottina eli samaperintäisenä. (16) 
Joissakin tapauksissa PAH-mutaatiot johtavat PKU: n lievempään muotoon, jota 
kutsutaan hyperfenyylialaniinianemiaksi. Sekä klassinen, että lievä PKU ovat sai-
rauksia, jotka ovat seurauksia useista mutaatioista PAH-entsyymissä. 
 
Kuva 9. PAH- entsyymin toiminta normaali- sekä häiriötilassa. 
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4 TANDEMMASSASPEKTROMETRIA 
Massaspektrometri on laite, joka erottelee ionisoituja molekyylejä toisistaan nii-
den massa-varaussuhteen (m/z) perusteella. Tandemmassaspektrometri on puo-
lestaan laite, jossa useampi massaspektrometri on liitetty yhdeksi analysaatto-
riksi. Yksi Wallacilla käytössä olevista analysaattorin ionisaatiomenetelmistä on 
kemiallisen ionisaation kaltainen menetelmä, jossa ionisaatio tapahtuu normaa-
lissa ilmakehän paineessa. Menetelmän lyhenne APCI tulee englannin kielen sa-
noista atmospheric pressure chemical ionization. Syitä kyseisen menetelmän 
käyttöön on useampia; yrityksen analyytit ovat liuoksessa, molekyyleihin kohdis-
tuva vähäinen energia, sekä molekyylien vähäinen hajoaminen. (9) 
Aminohappojen, vapaiden karnitiinien sekä asyylikarnitiinien määritys ja analy-
sointi Wallac Oy:n Tandemmassaspektrometrillä (MS/MS-menetelmällä) edellyt-
tää kuivan verinäytteen vastasyntyneeltä sekä stabiili-isotooppileimattuja sisäisiä 
standardeja. Kunkin analyytin vaste suhteessa vastaavaan stabiili-isotooppilei-
mattuun sisäiseen standardiin on verrannollinen analyytin pitoisuuteen. Näytteen 
molekyylien ionien koostumus antaa lopullisen massaspektrin. (9) 
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4.1  Ionisaatio 
APCI- menetelmässä näyte liuotetaan tyypillisesti liuottimeen ja pumpataan ka-
pillaarin läpi varautumattoman kvartsiputken sisällä. Kapillaarin päässä, mutta 
silti putken sisällä, näyte muunnetaan aerosoliksi ja höyrystetään tämän jälkeen 
typpikaasun avulla ja kuumentamalla erittäin korkeaan lämpötilaan (~ 350–550 
°C). Kaasumainen liuotin ja näyte ionisoidaan sitten koronapurkauksella, jossa 
voimakkaasti varautunut elektrodi luo vahvan sähkökentän ionisoiden ympärillä 
olevia molekyylejä (kuva 10). Ionit ohjautuvat tämän jälkeen massa-analysaatto-
rille (Q1, myöhemmin kuvassa 12), jossa on hyvin suuri alipaine. (9) 
 
Kuva 10. MS-ionisaatio. 
Koska ionisaatio tapahtuu kaasufaasissa, eikä nestefaasissa, liuottimen ei tar-
vitse olla polaarinen ja kyetä kantamaan varausta (liuoksessa ei tarvitse olla io-
neja). Toisin kuin sähkösuihkeionisaatio, APCI toimii suurella virtausnopeudella 
ja kykenee ionisoimaan ei-polaarisia tai lievästi polaarisia molekyylejä, jotka eivät 
sisällä happamia/emäksisiä sivuryhmiä. Korkean lämpötilan ja höyrystymistar-
peen vuoksi analyytin on kuitenkin oltava lämpöstabiilia ja haihtuvaa. Hyvin po-
laariset, termisesti epävakaat tai suuren molekyylipainon omaavat näytteet ha-
joavat tyypillisesti ionisointiprosessin aikana, jos ne höyrystyvät. (9) 
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4.2 Ionien erottelu 
Kolmoiskvadrupoli-massaspektrometri on laite, jota käytetään NeoGram AAAC-
kitin määrityksiin. Se sisältää kaksi massasuodatuskvadrupolia, sekä yhden tör-
mäyskammion. Menetelmä on tietokoneohjelmoitu, ja se erottaa ja määrittää ionit 
perustuen niiden massan ja varauksen väliseen suhteeseen (m/z, mass to 
charge ratio). Kumpikin kvadrupoli koostuu neljästä samansuuntaisesta, usein 
horisontaalisesta, metallitangosta (kuva 11). Jokaisessa tangossa kulkee tasa-
virta – kahdessa vastakkaisessa tangossa virta kulkee samaan suuntaan ja toi-
sessa tankoparissa toiseen suuntaan. Tämä sähkövirta muodostaa tankojen ym-
pärille magneettikentän. Magneettikenttää tankojen ympärillä voidaan kontrol-
loida vaihtamalla radiotaajuuden suuruutta. Näin kvadrupolista saadaan suoda-
tettua ulos vain tietyn m/z- suhteen omaava ionisuihku. Kyseinen sähkökenttä 
saa ionit spiraalimaiseen liikkeeseen. Pieneen m/z- suhteen omaavat ionit rea-
goivat vallitsevaan sähkökenttään voimakkaammin kuin suuren m/z-suhteen 
omaavat ionit ja ajautuvat täten leveämpään kiertorataan törmäten lopulta metal-
litankoihin. (9) 
 
Kuva 11. Kvadrupoli ionien erottelussa.  
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4.3 Ionien pirstominen 
Molekyyleillä, jotka johdetaan Q1- massa-analysaattorille (lähtöionien valinta 
m/z-suhteen perusteella) saattaa olla erilainen rakenne, mutta ioneina sama 
massa ja varaus. Tämä puolestaan johtaa siihen, ettei massaspektrometrinen 
analyysi tunnista molekyylejä toisistaan. Tämän vuoksi ionit johdetaan törmäys-
kammioon. (9) 
Törmäyskammiossa (Q2) pieni kaasumäärä (argon tai typpi) syötetään sisään, 
mikä puolestaan aiheuttaa ionien ja kaasumolekyylien törmäystä → pienempiä 
ioneita. Tätä prosessia kutsutaan törmäyksessä aktivoituneeksi dissosiaatioksi 
(CAD). Pienemmät ionit johdetaan tämän jälkeen kolmannelle massa analysaat-
torille (Q3), jossa ne erotellaan edelleen m/z-arvojen mukaan. Sähkökenttä 
muokkaa ioneja siten, että lopulta tietyllä jännitealueella tietyn m/z-suhteen 
omaavat ionit pääsevät detektorille signaalin lukua varten. Tämä on havainnollis-
tettu kuvassa 12. (9) 
 
Kuva 12. Ionien kulkeutuminen detektorille. (9) 
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5  KARAKTERISOINTI JA TULOKSET 
Karakterisoinnin ja liuosanalyysin tarkoituksena oli määrittää ja havainnoida mah-
dolliset puutteet ja riskitekijät tutkittavien liuosten valmistusvaiheessa, pullotuk-
sessa, sekä säilönnässä. Kummastakin tutkittavasta liuoksesta valmistettiin use-
ampi näyte-erä eri pitoisuuksilla mahdollisimman tarkan ja luotettavan tuloksen 
saamiseksi. Jokaiselle näyte-erälle määritettiin tarkka tiheys, jotta tarkat raja-ar-
vot näytteen hyväksymiskriteereille saatiin määritettyä. Tiheyksien raja-arvojen 
määrittämisen jälkeen valmistettiin kummastakin liuoksesta karakterisoinnissa 
käytetty näyteliuos.   
5.1 Uuttoliuos 
Uuttoliuos (extraction solution), jonka komponentteja ovat I-luokan vesi ja ana-
lyysilaatuinen metanoli, toimii pääasiassa sisäisten standardien liuottimena, 
mutta sitä käytetään myös laimentimena: 
✓ NeoGram AAAC MS/MS-kittiin kuuluvien kylmäkuivattujen aminohappojen liuottaminen 
✓ NeoGram AAAC MS/MS-kittiin kuuluvien kuivattujen asyylikarnitiinien liuottaminen 
✓ Asyylikarnitiinien sekä aminohappojen liuottaminen yhdeksi liuokseksi. (Tästä liuoksesta 
saadaan erillinen uuttoliuos) 
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Kyseisen liuoksen karakterisointi aloitettiin valmistamalla kolme eri koeseosta eri 
metanoli-vesi-suhteilla. Jokaisen seoksen lopputilavuudeksi määritettiin 100 ml. 
Liuokset valmistettiin vetokaapissa kuvan 13 osoittamassa järjestyksessä seu-
raavilla tilavuusosuuksilla (17): 
✓ Liuos 1: 70 % metanolia ja 30 % vettä 
✓ Liuos 2: 75 % metanolia ja 25 % vettä 
✓ Liuos 3: 80 % metanolia ja 20 % vettä 
 
Kuva 13. Uuttoliuoksen valmistusvaiheet. 
Jokaisesta seoksesta mitattiin tiheydet kvalifioidulla tiheysmittarilla kahden desi-
maalin tarkkuudella yksikkönä g/ml. Rinnakkaismääritykset, joita oli uuttoliuok-
selle 2 kappaletta, antoivat taulukon 2 mukaiset identtiset tulokset. 
Taulukko 2. Uuttoliuos – Ensimmäisten koe-erien tiheydet. 
 
 
 
 
 
  
Veden 
punnitus
Metanolin
punnitus
Sekoitus Testaus
 Tiheys (g/ml) 
Uuttoliuos nro. 1 2 3 
rinnakkaisnäyte 1 0.89 0,87 0,86 
rinnakkaisnäyte 2 0,89 0,87 0,86 
ka. 0,89 0,87 0,86 
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Toinen koeseoserä valmistettiin noin kuukausi ensimmäisten koeseoksien val-
mistuksesta. Koeseoserä valmistettiin samoilla tilavuussuhteilla kuin ensimmäi-
nen koeseoserä, mutta ilman rinnakkaisnäytettä. Tulokset eivät poikenneet aiem-
masta merkityksellisesti; ainoastaan koeseoksen 1 tiheys oli 0,01 g/ml alhai-
sempi, kuin aiemmissa tiheysmäärityksissä (0,88 g/ml). Tiheysmittausten perus-
teella liuokselle saatiin määritettyä täten tiheyden raja-arvo alueelle 0,86–0,89 
g/ml. 
Tämän jälkeen valmistettiin suurempi koe-erä uuttoliuosta seossuhteella 80 % 
metanolia ja 20 % vettä. Tämän seoksen sekoitusaikaa ja tiheyttä tutkittiin ho-
mogeenisuuden ja sen stabiilisuuden varmistamiseksi.  
Varsinaisen karakterisointiliuoksen valmistaminen aloitettiin punnitsemalla I-luo-
kan vettä vesipisteellä 100 litran valmistusastiaan. Tämän jälkeen valmistusastia 
siirrettiin vetokaapissa sijaitsevan vaa`an päälle ja vaaka taarattiin. Sekä vesipis-
teen, että vetokaapin vaakojen kalibrointiajat varmistettiin ennen liuosvalmistuk-
sen aloittamista.  Metanoli pumpattiin valmistusastiaan letkupumpun avulla ja se-
koitus lapasekoittajalla aloitettiin välittömästi lisäyksen jälkeen.  
Sekoitusaikaa tutkittiin kolmessa eri aikapisteessä mittaamalla liuosten tiheydet 
kvalifioidulla tiheysmittarilla jokaisessa eri aika pisteessä. Tiheydet määritettiin 
kahdelta eri tasolta; pohjasta ja pinnasta. Aikapisteiksi asetettiin 5, 10 ja 15 mi-
nuuttia sekoituksen aloittamisesta. Jokaisen liuoksen tiheydeksi saatiin 0,86 g/ml 
jokaisessa eri aikapisteessä. Tämä tulos oli lupauksia herättävä, sillä aiemmin 
valmistetut koeseokset antoivat nekin tulokseksi täysin saman tiheysarvon.  
Työ suoritettiin ns. ”liukuhihnatyönä”, ja karakterisointia jatkettiin suoraan sekoi-
tuksien jälkeen. Kun viimeinen tiheysmittaus 15 minuutin aikapisteestä oli saatu 
päätökseen, seisotettiin liuosta 3 vuorokauden ajan. Näin pystyttiin todentamaan 
liuoksen rakenteen säilyminen homogeenisena, mikäli liuosta ei pulloteta saman 
tai seuraavan vuorokauden aikana. Liuoksen tiheydessä huomattiin muutoksia 
kyseisen kolmen vuorokauden aikana, joten korjaavana toimenpiteenä liuos pää-
tettiin siirtää tiiviimpään astiaan komponenttien haihtumisen estämiseksi. 
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Neljäntenä päivänä liuoksen valmistamisesta suoritettiin pullotus. Pullotuksessa 
liuosta pullotettiin annostelupumpulla kymmeneen muovipulloon, jotka vastasivat 
lopullisen valmistuserän pullostandardia. Pumppuun määriteltiin seuraavat para-
metrit annostelulle:
✓ annostelunopeus, 250 rpm 
✓ letkun halkaisija, 4,8 mm 
✓ pullotustilavuus, 242 ml 
✓ tiheys, 0,86 g/ml 
✓ takaisinveto (estää liuoksen 
valumisen, esim. tipat), 1 
Tämän jälkeen annostellut pullot taarattiin yksitellen ilman korkkia ja punnitustu-
loksista muodostettiin taulukko 3, johon kirjattiin liuoksen laskennallinen tilavuus 
punnitustuloksen ja oletusarvoisen tiheyden avulla: 
𝜌 =
𝑚
𝑉
 , 𝑉 =
𝑚
𝜌
        (1) 
Taulukko 3. Uuttoliuoksen koe-erän punnitustulokset. 
Pullo Punnitustulos (g)    Tilavuus (ml) 
1 206,9 240,6 
2 206,7 240,4 
3 206,7 240,3 
4 206,6 240,2 
5 206,4 240,0 
6 206,3 239,9 
7 206,1 239,6 
8 206,1 239,7 
9 205,9 239,4 
10 206,1 239,6 
 
Pullotuksen jälkeen loppuliuos hävitettiin asianmukaisesti ongelmajätteenä yri-
tyksen ongelmajätekäytännön mukaisesti. 
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5.2 Liuotusliuos 
Liuotusliuos sisältää kolmea eri komponenttia: I-luokan vettä, analyysilaatuista 
asetonitriiliä, sekä analyysilaatuista etikkahappoa. Liuoksen valmistusprosessi 
sisältää useita eri vaiheita, jotka on kuvattu seuraavasti kuvassa 14. 
 
Kuva 14. Liuotusliuos – valmistusvaiheet. 
Liuotusliuosta valmistettiin kolme eri koeseosta eri konsentraatioilla tiheyden 
raja-arvojen määrittämiseksi. Koeseokset valmistettiin tilavuusosuuksilla: 
✓ Liuos 1: 76 ml asetonitriiliä, 24 ml vettä ja 0.1 ml etikkahappoa 
✓ Liuos 2: 80 ml asetonitriiliä, 20 ml vettä ja 0.1 ml etikkahappoa 
✓ Liuos 3: 84 ml asetonitriiliä, 16 ml vettä ja 0.1 ml etikkahappoa 
Näistä kaikista kolmesta koeseoksesta tehtiin kaksi rinnakkaismääritystä. Kysei-
set koeseokset valmistettiin samoissa olosuhteissa, kuin uuttoliuoksen koeseok-
set. Ensin mitattiin I-luokan vesi, sitten analyysilaatuinen asetonitriili ja lopulta li-
sättiin analyysilaatuinen etikkahappo. Kaikki lisäykset tehtiin mittalasilla lopputi-
lavuuteen 100 ml. Sekoituksen kestettyä 15 minuuttia, mitattiin kaikista kolmesta 
näytteestä taulukon 4 tiheydet (18).  
Taulukko 4. Liuotusliuos – tiheyden määritys 1. 
   
 
 
  
Veden 
punnitus
Asetonitriilin 
punnitus 
Sekoitus ja 
etikkahapon 
lisäys 
liuokseen
Testaus
 Tiheys (g/ml) 
Liuotusliuos nro. 1  2  3  
rinnakkaisnäyte 1 0,85 0,84 0,83 
rinnakkaisnäyte 2 0,85 0,84 0,83 
Ka. 0,85 0,84 0,83 
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Tiheyksien raja-arvojen luotettavuuden varmentamiseksi valmistettiin vielä toiset 
kolme koeseosta samoja tilavuussuhteita ja mittausparametrejä käyttäen. Koe-
seoksista mitatut tiheydet taulukoitiin (Taulukko 5). Taulukon 5 mittaustulokset, 
sekä kuvan 15 lineaarisuus osoittavat tulosten luotettavuuden, sillä mitatut tihey-
det olivat identtiset. 
Taulukko 5. Liuotusliuos – tiheyden määritys 2. 
 
 
 
 
 
 
Kuva 15. Tiheyden lineaarinen käyttäytyminen seossuhteen muuttuessa. 
Varsinainen testierä valmistettiin   liuosvalmistuksen tiloissa samoissa olosuh-
teissa kuin uuttoliuos. Valmistettava määrä oli 40 litraa 100 litran valmistusasti-
aan.  
Ensin punnittiin I-luokan vettä valmistusastiaan, jonka jälkeen valmistusastia siir-
rettiin vetokaappiin vaa`an päälle. Asetonitriili (analyysilaatu) pumpattiin letku-
pumpun avulla valmistusastiaan, jonka jälkeen aloitettiin sekoitus lapasekoitta-
jalla. Lähes välittömästi sekoituksen alettua lisättiin etikkahappo (analyysilaatu) 
mittalasin avulla. 
0,8
0,81
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0,88
ρ
=
g
/m
l
Tiheysmittaukset
 Tiheys (g/ml) 
Liuotusliuos nro. 4 5 6 
rinnakkaisnäyte 1 0,85 0,84 0,83 
rinnakkaisnäyte 2 0,85 0,84 0,83 
Ka. 0,85 0,84 0,83 
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Sekoituksen aloitettua valmistauduttiin ottamaan näytteitä eri aikapisteistä sekoi-
tuksen alusta laskettuna. Aikapisteet olivat 5 min, 10 min ja 15 min. Jokaisessa 
aikapisteessä otettiin näytteet liuoksen pinnasta ja pohjasta. Pohjanäyte saatiin 
näyteastian pohjasta ja pinnalta annosteluletkun avulla. Näytemääräksi asetettiin 
noin 25 mL.  
Kyseisten näytteiden lämpötila, tiheys, sekä pH mitattiin ja kirjattiin ylös taulu-
kon 6 mukaan. Mittaukset suoritettiin lämpötila-alueella 18–22 °C, sillä sekoitet-
taessa vettä ja asetonitriiliä liuoksen lämpötila laskee ja tiheys muuttuu. Mittaus-
välineinä käytettiin kvalifioituja ja kalibroituja tiheys-, pH- ja lämpömittaria. 
Taulukko 6. Liuotusliuos – tiheyden, pH:n ja lämpötilan mittaus. 
Aika 
(min) 
Pinta 
(ρ=g/ml) 
Lämpö-
tila (°C) 
Pohja 
(ρ=g/ml) 
Lämpö-
tila (°C) 
Pinta 
(pH) 
Pohja 
(pH) 
Vaa`an  
lukema (kg) 
5 0,83 22,0 0,83 21,5 4,0 4,0 N/A 
10 0,83 21,7 0,83 21,2 4,0 3,9 N/A 
15 0,83 21,5 0,83 21,5 3,9 3,9 33,32 
 
Tulokset osoittivat kuvan 16 mukaan tiheyden pysyvän muuttumattomana ja val-
mistetun liuoksen olevan määritettyjen tiheyden raja-arvojen mukainen. 
 
Kuva 16. Tiheysmittaukset. 
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Karakterisointiprosessia jatkettiin asettamalla liuos huoneenlämpöön valmistusti-
laan kolmen vuorokauden ajaksi. Kolmantena päivänä tehtiin tiheyden, sekä pH:n 
mittaus seisotetusta liuoksesta. Tulokset seisotetusta liuoksesta olivat identtiset 
aiemmin mitattujen arvojen kanssa. Liuoksen todettiin säilyneen homogeenisena. 
Valmistusastia oli koko seisotuksen ajan vaa`an päällä, ja punnituslukema oli 
sama kuin valmistuspäivänä.  
Liuokset pullotettiin kolmantena päivänä. Pullotus suoritettiin valmistustilassa ve-
tokaapissa annostelupumpun avulla kymmeneen 250 mL:n pulloon nopeudella 
250 rpm. Ennen annostelua pullot taarattiin yksitellen ilman korkkia. Jokainen 
pulloon annosteltu liuosmäärä punnittiin erikseen ja taulukoitiin (taulukko 7).  
Punnitun liuosmäärän ja tiheyden (keskiarvollinen 0,84 g/ml) avulla saatiin las-
kettua liuoksen laskennallinen tilavuus pulloissa. 
Taulukko 7. Liuotusliuoksien laskennalliset tilavuudet. 
Pullo Liuoksen massa (g) Liuoksen laskennallinen tilavuus (mL) 
1 203,0 244,5 
2 202,9 244,5 
3 204,5 246,4 
4 203,9 245,7 
5 204,0 245,7 
6 203,9 245,7 
7 204,0 245,8 
8 203,9 245,7 
9 203,9 245,6 
10 203,8 245,6 
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Laskennalliset tilavuudet jokaiselle pullolle laskettiin samalla kaavalla, kuin uut-
toliuoksen karakterisoinnissa. Kuva 17 osoitti liuotusliuoksen pullotustilavuuden 
kasvavan, mutta ei merkityksellisesti. Kyseinen testi osoitti myös, että pullotus-
määrän ollessa suurempi kuin testierä, voidaan luottaa pullotettavan liuosmäärän 
ylittävän vaaditun 237 mL/plo. 
 
Kuva 17. Liuotusliuos – pullotustilavuuden ja tiheyden suhde. 
5.3 Työturvallisuus 
Tutkimuksen kokeellisen työn osuus suoritettiin yrityksen tuotantotiloissa. Tutki-
muksessa valmistettujen liuosten lähtöaineista metanoli, asetonitriili, sekä etikka-
happo tulee huomioida myrkyllisyytensä vuoksi. 
Metanoli on väritön ja kirkas neste, joka omaa alkoholimaisen tuoksun. Sitä käy-
tetään muun muassa kemikaalien valmistuksessa (eetterit), polttoaineena, sekä 
jäätymisestoaineena. (19) 
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Metanoli on erittäin herkästi syttyvä ja palava aine, joka imeytyy helposti elimis-
töön altistumisen sattuessa. Altistuminen aiheuttaakin välittömän myrkytysvaa-
ran. Pieninä pitoisuuksina, <1000 ppm, metanoli vaikuttaa elimistöön aiheuttaen 
päänsärkyä ja pahoinvointia. Tätä suurempi altistuminen vaikuttaa henkilön kes-
kushermostoon aiheuttaen samalla huumaavan olotilan. Metanolin kemiallinen 
koostumus kuvassa 18. (19) 
 
Kuva 18. Metanolin kemiallinen rakenne. 
Puhdas etikkahappo on puolestaan joko alle 17°C:ssa kiinteä aine, tai yli 
17°C:ssa kirkas ja väritön neste. Sitä käytetään muun muassa hyönteismyrkky-
jen, elintarvikelisäaineiden, sekä muovien valmistuksessa. Etikkahappo on vä-
kevä happo, ja se on pieninä pitoisuuksina, <20 ppm, nenää, silmiä ja kurkkua 
ärsyttävä aine. Altistuminen saattaa tapahtua hengitysteitse, roiskeista muun mu-
assa silmään, ihokosketuksen välityksellä tai suun kautta. Etikkahapon molekyy-
lirakenne kuvattuna alla kuvassa 19. (20) 
 
Kuva 19. Puhtaan etikkahapon kemiallinen rakenne. 
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Asetonitriili on väritön neste, jonka tuoksu muistuttaa eettereitä (kuva 20), Sitä 
käytetään esimerkiksi liuottimena, uuttoaineena, sekä orgaanisissa synteeseissä 
laboratoriokemikaalina. Altistumisen (hengitysteitse, ihon kautta, nieltynä) saatu-
aan henkilö kokee ärsytystä silmissä, ihossa, limakalvoissa, nenässä, sekä kur-
kussa. Se saattaa aiheuttaa myös pahoinvointia ja oksentelua. (21) 
 
Kuva 20. Asetonitriilin kemiallinen rakenne. 
Metanolia, etikkahappoa, sekä asetonitriiliä käsiteltiin suljetussa tilassa ja tehok-
kaassa ilmanvaihdossa, jotta mahdollisia höyryjä ei haihtuisi hengitysilmaan ve-
tokaapin ulkopuolelle. Kyseisten aineiden käsittelyssä käytettiin myös altistuksen 
ehkäisemiseksi suojakäsineitä, suojalasia, sekä laboratoriotakkia. Myös hengi-
tyssuojainta käytettiin koko valmistusprosessin ajan. Mahdollisen altistumisen 
vuoksi työskentely tapahtui hätäsuihkun, sekä silmänhuuhtelupisteen välittö-
mässä läheisyydessä. Kaikki käytettävät reagenssit hävitettiin Wallac Oy:n on-
gelmajätekäytännön mukaisesti. Myös altistusmittauksia suoritettiin ulkopuolisen 
tahon toimesta työskentelytiloissa. 
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6 POHDINTA 
Opinnäytetyö aloitettiin koe-erien valmistuksella. Koe-erien avulla määritettiin 
raja-arvot liuoksien tiheyksille niin, että liuokset olivat laadun vaatimukset täyttä-
viä. Koe-erien yhteydessä tutkittiin liuosten käyttäytymistä ja sekoituksen vaiku-
tusta. Tiheyksien raja-arvojen määrityksen jälkeen valmistettiin kummastakin liu-
oksesta tuotannollisen mittakaavan kokoinen valmistuserä, jossa liuoksen sekoi-
tuksen tehokkuus ja liuoksen homogeenisuus testattiin tiheys- ja pH-mittausten 
avulla. Lisäksi testattiin liuoksen homogeenisuuden säilyminen jättämällä liuos 
valmistustilaan kolmen vuorokauden ajaksi suljetussa valmistusastiassa. Liuok-
sen käyttäytymistä ja annostelupumpun toimivuutta testattiin liuosten pullotuk-
sessa punnitsemalla annosteltuja pulloja tasaisesti läpi erän. 
Koe-erien tiheysmittausten tuloksia apuna käyttäen saatiin valmistettua karakte-
risoinnissa käytetyt testierät sekä uutto- että liuotusliuoksille. Tuotantomittakaa-
vaisten karakterisointierien valmistus ja niistä tehdyt mittaukset onnistuivat suun-
niteltujen aikataulujen mukaisesti ja tulokset olivat koeseosten kanssa yhdenmu-
kaiset. 
Jokainen tiheysmittaus eri aikapisteissä osoitti, että valmistetut liuokset pysyvät 
homogeenisena, vaikka pullotusta ei suoritettaisikaan liuoksen valmistuspäivänä. 
Liuoksen rakenne ja pH pysyivät stabiilina pienistä lämpötilamuutoksista huoli-
matta. Lämpötilamuutos tapahtui liuotusliuoksen sekoituksessa veden ja aseto-
nitriilin reagoidessa. Myös liuoksen massa pysyi samana verrattaessa vaa`an lu-
kemaa liuoksen valmistuspäivänä sekä kolmantena seisotuspäivänä. Liuosastia 
oli koko seisotuksen ajan umpinainen. 
Pullotuksessa saatiin varmennettua annostelupumpun luotettava toiminta jatku-
vassa tuotantoprosessissa. Kummankin karakterisoidun liuoksen valmistuksessa 
annostelupumppuun tallennetut reseptit toimivat halutulla tavalla koko valmistus-
prosessin ajan. Tämä mahdollistaa tulevaisuudessa suurempien tuotantoerien 
valmistuksen. 
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Työn suorituksessa suurimmat haasteet olivat liuoksien valmistuksen suunnittelu 
tilojen, käytettävien laitteiden ja välineiden osalta. Toiminnan toteuttaminen yh-
dessä varsinaisen liuostuotannon kanssa tuotannon tiloissa oli osittain haasteel-
lista, sillä jo olemassa olevien tuotantoprosessien aikataulut eivät aina vastan-
neet opinnäytetyön aikatauluja. Koeseokset saatiin kuitenkin valmistettua ja mää-
ritettyä sovittujen aikataulujen puitteissa. 
Tässä opinnäytetyössä suoritetun karakterisoinnin avulla voidaan todeta, 
että massaspektrometrikittien kanssa yhdessä käytettävän liuotinkitin uutto- ja 
liuotusliuoksen valmistusprosessi olisi mahdollista validoida ja varmentaa siten, 
että kyseisten liuosten valmistus olisi mahdollista siirtää Turun toimipisteeseen. 
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